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摘要

随着全基因组测序技术的不断发展，越来越多的昆虫物种全基因组测序工作

完成。加之众多昆虫学工作者的努力，基因注释工作不断展开，大量的数据涌现

在科研人员面前。如何深入研究和挖掘这些信息背后隐藏的基因功能信息成为问

题的关键，解决这个问题的重要手段是靶向基因组编辑技术。CRISPR(Clustered

Regularly Interspaced short Palindromic Repeat)系统是存在于细菌和古生菌中抵

抗噬菌体DNA的免疫机制。在人们利用的第1I类CRISPR系统中，Cas9蛋白可

以在一小段gRNA的引导下对基因组特定位点进行识别并切割，产生双链断裂，

然后生物体通过不同的机制进行修复，从而实现靶向基因组编辑。本研究以模式

昆虫黑腹果蝇Drosophila melanogaster(双翅目：Diptera；果蝇科：Drosophilidae)

为研究对象，利用CRISPRJCas9技术，对眼色决定基因white进行靶向编辑，并

利用tRNA-gRNA技术实现多位点打靶CGl8208基因。

1利用CRISPR／Cas9技术敲除果蝇w厅阮基因

从flybase(http：／／flybase．or∥)上下载得到果蝇white基因CDS序列，分析

其内含子与外显子区域。通过flycrispr网站的Flycrispr Optimal Target Find

(h仰：／／flycrispr．molbio．wisc．edu／tools),查找并选择合适的靶位点。体外转录得到

Cas9 mRNA和gRNA，按照Cas9 mRNA 300ng／¨L、gRNA40 ng／rtL的浓度注射

到红眼野生型果蝇Canton—S早期胚胎生殖细胞系中。得到的GO代果蝇通过自交

得到G1代，并未观察到白眼突变，分析可能是操作过程中RNA降解所致。接

下来利用pDCC6质粒自带的启动子在体内同时转录得到Cas9mRNA和gRNA。

将制备好的质粒以400ng／pL的浓度注射到果蝇早期胚胎中，成功在G1代观察

到白眼突变表型。通过分子检测到G1代在相应的靶位点产生碱基的缺失。

2利用tRNA-gRNA技术实现多位点打靶CGl8208基因

从flybase(http：／／flybase．ore,／)上下载得到果蝇编码章鱼胺受体的CGl8208

基因CDS序列，分析其含子与外显子区域。通过flycfispr网站的Flycrispr Optimal

Target Find(http：／／flycrispr．molbio．wisc．edu／tools)，查找并选择合适的靶位点。将

4个gRNA同时克隆到pCFD5质粒中得到pCFD5一OA3质粒，其中利用单一U6：
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3启动子启动转录得到一个长的RNA转录本，通过生物体内在的tRNA精确剪

切系统，最后得到独立的4个gRNA。另外制备含有两个lkbp同源臂的OA3．donor

质粒，该质粒含有GAL4和mini—white元件，预计这两个元件将定点插入到

CGl8208靶位点。将这两个质粒以pCFD5一OA3 400 ng／gL、OA3一donor 250 ng／gL

的浓度注射到生殖细胞系特异表达Cas9的转基因果蝇中。得到的GO代果蝇与

三号染色体TM3／TM6平衡子果蝇杂交，最终我们通过Sanger测序、TIDE分析

和HRMA方法检测到靶位点突变。

关键词：果蝇，cRJsP刚cas9，white基因，CGl8208基因，章鱼胺受体，

tRNA—gRNA。
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Abstract

With the development of the whole genome sequencing，a growing number of

insect species’whole genome sequencing work is finished．In addition to the efforts of

SO many entomologists，gene’annotation work is continuous developing，a large

amount of data emerging in front of people．How to study and excavate the gene

function hidden behind these information become the key point．An important means

of solving this problem is genome editing．CRISPR(clustered Regularly Interspaced

short Palindromic Repeat)system is an immune mechanism to resist ofphage DNAin

bacteria and archaea．In type II CRISPR system，the Cas9 protein guided by a short

period of gRNA to idengtify and cut the specific genome sequence，result in double

strand breaks(DSBs)．The gRNA recognizes a 20一nt target sequence next to a

trinucleotideNGG protospacer aaj acent motif(PAM)，also the gRNA sequence are the

same as 20一nt target sequence．After generating DSBs，orgnasims will repair the

double strand breaks through different way and finally achieve targeted genome

editing．In this study,we chose m—odel insect fruit fly D．melanogaster(Diptera：

Drosophilidae)．Targeted editing the white gene which deciding the eye color of

drosophila using CRISPR／Cas9 system and multiplex editing CGl8208 gene which

codoning octopamine receptor using tRNA--gRNA arteracture

1．Mutagenesis of drosophila white gene using CRISPR／Cas9

We downloaded CDS sequences of fly white gene from flybase

(htlp：／／flybase．or90．Analysed it’S introns and exons．found and selected the

appropriate site through flycrispr Optimal Target Find on flycrispr Welosite

(http：／／flycrispr．molbio．wisc．edu／tools)．Then we in vitro transcribed Cas9 mRNA

and gRNA．Mixed the Cas9 mRNA and gRNA at the concentration of 400n∥gL and

40 ng／gL，and injected into early embryonic germ line cells of wild—type Canton—S

flies．We failed to observe white eye type in G1 flies．This may be casused by RNA

degradation during the process of operation．Next，we clone the gRNA into pDCC6

V
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vector,express Cas9 and gRNA with this single plasmid．After inj ected this single

plasmid into flies’early embryonic germ lines，we observed white eye mutant from

G 1 flies．Sequencing of mutant region observed indel at targeted sites

2．Multiplex targeting CGl8208 gene using tRNA-gRNA system．

We download CDS sequences of fly CGl8208 gene from flybase

(http：／／flybase．orgO．Analysed it’S introns and exons．Then found and selected the

appropriate site through flycrispr Optimal Target Find on flycrispr website

(http：／／flycrispr．molbio．wisc．edu／tools)．Next we cloned four different gRNAs into

pCFD5 plasmid，making the four gRNA flanked by tRNA．The four gRNAs could be

efficiently produced from a single synthetic gene with the tRNA-gRNA architecture

after precise excision of transcripts in vivo by the endogenous RNases．In addition we

prepare a donor plasmid which have Gal4 and min—whitecontaining two 1 kbp

homologous arlns．We expected that this two elements will inserted into targeted site

at CGl8208．Next，we mixed the pCFD5一OA3 and donor plasmid at the concentration

of 400 ng／gLand 250 ng／laL，and injected them into early embryonic germ line cells of

5 1 323 flies．The GO flies were outcrossed to TM3／TM6 flies of opposite sex．Finally,

we detected mutant at targeted site through Sanger sequencing，TIDE analysing and

HRMA

Key words：D．melanogaster，CRISPR／Cas9，white gene，CGl8208 gene，dopamine

receptors，tRNA—gRNA．

V

万方数据



浙江大学硕士学位论文 第一章文献综述

1引言

第一章文献综述

随着全基因组测序技术的不断发展与完善，越来越多的昆虫物种全基因组测

序工作完成，如黑腹果蝇(Drosophila melanogaster)(Myers et a1．，2000)、金小蜂

(Nasonia)(Werren et a1．，1 2010)、家蚕(Bombyx mori)(Xia et a1．，2009)、赤拟谷盗

(Tribolium castaneum)(Richards et a1．，2008)、小菜蛾(P／ute／／a xyllostella)(You et a1．，

2013)、褐飞虱(Nilaparvata lugens)(Xue et a1．，2010)、飞蝗(Locusta miratoria)(Hou

etal．，2015)、大斑蝶(Danausplexippus)(Stensmyr etal．，2011)等。加上众多昆虫学

工作者的努力，基因注释工作的不断完成，大量的信息涌现在研究人员面前。如

何从这些海量的基因组信息中获得有关基因功能的有效信息成为关键，解决这个

问题的重要手段是靶向基因组编辑技术(Targetedgenome editing)。

靶向基因组编辑技术又称基因打靶技术(Genetargeting)是上世纪80年代发展

起来的一种分子生物学技术。该技术最初由Mario Capecchi提出，他突破性的将

与细胞内序列同源的外源DNA导入细胞内，利用细胞内在的同源重组机制，成

功将外源基因整合到基因组特定位点，从而改变了特定基因的表达与功能

(Capecchi，1989)。该技术证明了靶向基因组编辑技术广泛应用的巨大潜力。凭借

这一技术，Mario Capecchi本人获得了2007年度诺贝尔生理学或医学奖。为了

广泛并且高效的在生物体内进行基因组编辑工作，科研工作者已经研制了四种主

要的人工改造DNA结合蛋白分别是：源自微生物的Mega核酸酶(Smith et a1．，

2006)；基于原核生物转录因子的锌指核酸酶(Zinc—FingerNucleases，ZFNs)(Umov

gt a1．，2005；Miller et a1．，2007)；源自黄单胞杆菌的转录激活因子样效应物蛋白

(Transcription Activator—like Effector Nucleases，TALENs)(Christian et a1．，20 1 0；

Miller et a1．，2011；Boch et a1．，2009；Moscou and Bogdanove，2009)，以及最近发展

起来的第1I类CRISPR系统中RNA引导的DNA核酸酶Cas9蛋白(Cong et a1．，

2013；Mali et a1．，2013)。尽管靶向基因组编辑技术的发展历史并不长，但已经被

应用在生物学各个领域，尤其是最近基因组编辑技术的发展更是将生物学研究推

上一个新的纪元，全世界的科学家应用这项技术已经对数以万记的基因进行了功
1
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能研究。与传统技术相比，科研工作者可以直接在基因组内源环境中调控基因的

表达和功能，而不需要将它们克隆出来。

2靶向基因组编辑技术原理

靶向基因组编辑主要依赖自然发生的同源重组进行，然而正常情况下同源重

组方式介导的基因组编辑发生频率极低(10一一10一)(Capecchi，1989)，外源基因通常

通过随机整合的方式插入到基因组的某一位，点(Thomas etal．，1986)。二十世纪九

十年代的研究发现，DNA分子发生双链断裂能够引发生物体修复损伤，同时引

入碱基的突变、缺失或插入，从而大大提高靶向基因组编辑效N(Rudin etal．，1989；

Plessis et a1．，1992；Rouet et a1．，1994；Choulika et a1．，1995；Bibikova et a1．，2001；

Bibikova elal．，2003)。因此，靶向基因组编辑技术的关键是在目标位点产生双链

DNA断裂(Double Strand Breaks，DSBs)，之后生物体对双链断裂进行修复，从而

实现不同类型的基因定向修饰。真核生物体内DNA双链断裂的修复机制主要有

同源重组修复途径(Homologous Recombination，Ha)和非同源末端接合修复途径

(Non—Homologous End Jioning，NHEJ)。

2．1 NHEJ修复途径

NHEJ修复通路是真核生物DSBs修复的主要途径，在几乎所有的DSBs修

复缺陷的突变体克隆分析中都发现缺乏NHEJ修复(Weaver,1995)，该通路从细菌

到哺乳动物高度保守。NHEJ修复过程中，DSBs在一些DNA修复元件作用下直

接修复，不需要同源染色体存在。该修复途径的的主要特点是突变随机引入，即

在DSBs处随机引入DNA的插入和缺失。更为重要的是NHEJ修复方式还能够

连接较远的两处DSBs，这两处DSBs可以在同一条染色体上，也可能在不同的

染色体上。因此，NHEJ也是造成染色体缺失和易位的分子基础(芦广庆，2016)。

NHEJ发生在细胞循环的任何时期，但通常主要发生在G1期。参与该过程的主

要蛋白有包含催化亚基的DNA依赖蛋白(DNA—PK)、Ku70／Ku80异质二聚体以及

DNA连接酶IV／XRCC4复合体等。该途径经过以下四个主要步骤完成：首先，

Ku蛋白识别并结合在DNA断裂处，形成DNA—Ku70／Ku80复合体。由于Ku蛋

白的特殊结构，使得它可以和任何类型的DNA末端结合(Mimori and Hardin，

，
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1986)。接下来，Ku蛋白招募DNA依赖性蛋白激酶的催化亚基(DNA．PKcs)，Ku

蛋白与DNA—PKcs结合成DNA—PK复合体，这一复合物使DNA末端相互靠近并

且正确排列(uematsu et a1．，2007；DeFazio et a1．，2002)。第三步，多种DNA末端

修复酶，如PNKp、PolX家族、Arteins等聚集到DNA双链末端，对DSBs进行

剪切、合成等加工处理(Burma etal．，2006)。最后，由DNA连接酶IV／XRCC4复

合体将DNA双链末端进行连接(Lu etal．，2016)。由于DNA断裂末端结构的多样

性，加工和连接过程通常是协同发挥作用而不是完全分开进行的(Dudasova et a1．，

2004)。尽管NHEJ修复途径在哺乳动物细胞中发生的频率很高，但是由于它不

需要完整的同源模板的存在就可以修复，是一种易于出错的修复方式(Bibikova et

a1．，2002)。

现在有争论存在一种精确的NHEJ修复方式，这种精确NHEJ修复方式需要

肿瘤抑制基因Brcal的存在，这种修复方式能够保护基因组的完整，I生(Bau et a1．，

2004)。Brcal蛋白可能在精确NHEJ修复途径中发挥保护DNA末端免受核酸酶

过分修饰的作用(Zhuang et a1．，2006)。目前还有很多证据表明，NHEJ修复通路

本身也是需要Brcal基因存在的(Bau etal．，2005)。另外ATM／Chk2调节的信号通

路是对精确NHEJ修复途径起关键作用(Smith et a1．，2010)。

2．2 HR修复途径

HR修复方式只发生在DNA复制过程中，并且只在细胞周期的S后期到G2

期发生作用(Branzei and Foiani，2008)。HR修复途径是对DSBs的精确修复，需

要姊妹染色单体的存在才能进行。在低等真核生物如酵母中，HR是主要的DSBs

修复途径。由于高等真核生物体内有大量的重复DNA序列，以HR修复途径进

行DSBs修复就会变得异常混乱，因此自然状态下高等真核生物体内HR修复方

式发生频率非常低。HR修复方式的分子机制最早在细菌(Ecoli)和酵母@

cerevisiae)中得到研究(黄敏，2007)。相对于NHEJ修复途径，真核生物HR修复

途径要复杂得多(Szostak et a1．，1983)。大体分为以下三个步骤：(1)MRN复合体

rMREll／Rad50／2'qBSl complex)识别并结合在双链断裂的区域。MRN复合体可以

招募一些蛋白，对DNA断裂末端进行5’到3’方向的切割加工，暴露3’单链DNA

末端，稳定并保护DNA单链、防止形成二级结构(Jackson，2002)。(2)DNA合
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成链的入侵。众多RPA蛋白结合到加工过的DNA单链上，促进DNA链入侵，

这也是HR修复的关键步骤。DNA合成链的入侵是RAD51依赖性的，Rad51是

大肠杆菌RecA在真核细胞中的同源物质，具有DNA依赖性的ATPase活性，单

链DNA能够通过Rad51与大量结合在DNA链上的RPA蛋白竞争，从而替换

RPA蛋白，形成核蛋白细丝(Shinohara et a1．，1992)。(3)HoUiday交叉的形成和解

离。Rad51引导核蛋白丝识别DNA模板并催化DNA链的配对、延伸、形成

Holliday联结，后者在核酸酶和连接酶的作用下形成完整的DNA分子(Holliday,

2007)。

尽管两种DSBs修复方式在哺乳动物细胞内都会发生，但是细胞对这两种修

复方式的选择主要依赖细胞周期、细胞类型等因素。由于HR修复方式需要同源

染色单体的存在且只能发生在S期和G2期。因此，HR修复方式只发生在分化

细胞的S期和G2期；而GO期、G1期的细胞以及分化完全的细胞中DSBs的修

复方式则是NHEJ修复。另一方面，有研究认为NHEJ修复方式是在细胞发生损

伤时的快速修复机制，待细胞度过危险期后，再进行精确的HR修复(Rothkamm

et a1．，2003)。图1．1表示两种不同修复方式的过程示意图以及参与两种修复方式

的主要酶。

4
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DNA DOUBLE—STRAND BREA．K

HoMOLOGOUS RECOMB工NATION NON—HOMOLOGOUS END JOIN工NG

DAMAGE RECOGN工TION

卫ND PRoCESS工NG

DNA SYNTREgIS

L工GAT工0N

图1．1哺乳动物细胞NHEJ、HR修复途径

Fig 1．1 NHEJ and HR mediated DNA double suand breaks repair in mammalian cells

2．3其他修复途径

注：图片来源(Houtgraafetal．，2006)

除了NHEJ和HR修复方式，哺乳动物细胞内还存在另外一种主要的DSBs

修复方式为SSA(Single．Strand Annealing)，这种修复方式被认为是HR修复通路

5
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的分支。在酵母中的实验发现，HO核算内切酶可以在ura3序列之间产生双链断

裂。但是通过southern杂交检测不到交互产物，表明可能是一个以前没有观测到

的过程。尽管SSA修复方式不会形成Holliday联结，该通路同样需要同源染色

单体的存在来使DNA重新联合在一起。与HR修复方式一样参与该过程的酶主

要也包括hRad50、hMrell和Nbsl。其中hMrell具有3’一5’核酸外切酶活性，能

够切除DNA末端断裂或者错配碱基，从而使单链DNA短末端暴露出来(Stewart

et a1．，1999)。研究表明，SSA修复通路主要是对重复DNA序列的损伤起作用

(Karren，2000)。当生物体内产生DSBs后，首先断裂的DNA会寻找短的同源序

列，如果同源染色单体存在，它就会侵入同源染色单体，不是形成Holliday联结，

而是通过SSA修复方式修复末端断裂。单链在DNA断裂处产生并且向重复序列

延伸，因此互补链可以通过退火相互结合。如果几个重复序列同时存在，通常偏

向于靠近DSBs的重复序列。SSA通常可以造成染色体的缺失、插入和易位等。

实际上酵母中非同源染色体之间的易位是经常发生的(Haber and Leung，1996)。自

然界中存在非常多的DNA重复，因此SSA很可能也是普遍存在的一中DSB修

复初．带0。

3 CRISPR／Cas系统介导的基因组编辑技术

3．1 CRISPR／Cas系统发展进程

1987年日本大阪大学的Nakata及其同事最早在研究大肠杆菌碱性磷酸酶的

时候发现，在该基因的附近存在着一小段独特的DNA重复序列，中间以特殊的

间隔序列隔开(Ishino，1987)。随着基因组测序与解析工作的不断完成，越来越多

的细菌(bacteria)和古细菌(archaea)中发现了这种独特的DNA重复序列。研究发

现，至少百分之四十的细菌以及百分之九十的古生菌体内存在这种重复序列

(Mojica et a1．，2000)。2002年美国科学家Jansen将这种重复序列命名为

CRISPR(C1ustered Regularly Interspaced Shortpalindromic Repeats)(Jansen et a1．，

2002)。但是人们仍然不知道如此多微生物种内存在的这种特殊重复序列的作用

是什么。

一直到2005年，三个生物信息学团队先后发表文章，称CRISPR序列与噬
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菌体内序列高度同源，暗示CRISPR序列可能与细菌和古生菌抵抗外源遗传物质

的免疫机制有关。2006年，Makarova首次提出CRISPR的作用机制类似于真核

生物的RNA干扰(Makarova etal．，2006)。2007年，Barrangou则明确解释CRISPR

是细菌和古生菌在长期进化过程中获得的抵抗外界遗传物质的免疫保护系统

(Barrangou et a1．，2007)。至此，CRISPR受到越来越多科研工作者的关注。随后

Emmanuelle Charpentier与Jennifer Doudna做了大量基础研究，发现从嗜热链球

1暂(Streptococcus thermophilus)或者酿脓链球i氢(Streptococcus pyogenes)纯化的到

的Cas9蛋白可以在crRNA的引导下体外对DNA进行切割。同时他们强调了Cas9

蛋白作为真核生物基因组编辑工具的可能，t生(Jinek et a1．，2012；Gasiunas et a1．，

2012)。

接下来，麻省理工学院的张峰和George Church教授以及全世界其他实验室

陆续揭示了CRISPR／Cas9技术在真核生物基因组编辑中的巨大应用价值(Cong et

a1．，2013)。截至目前，全世界众多实验室已经利用CRISPR技术实现多种生物的

基因组编辑， 其中包括诸多的昆虫物种如黑腹果蝇(Drosophila

melanogaster)(Gratz et a1．，2013)、家蚕(Bombyx mori)(Wang et a1．，2013b)、赤拟谷

盗(Tribolium c日s而口7zg“m)(GiUes et a1．，2015)、棉铃虫(Helicoverpa armigera)(Wang et

a1．，2016)、蝗虫(Locusta migratoria manilensis)(Li et a1．，2016)、小菜蛾(Plutella

xylostella)(Huang et a1．，20 1 6)等。

3．2 CRISPR／Cas系统分类

Cas基因序列有很高的多样性，且功能丰富。依据CRISPR／Cas系统的工作

机制，通常将其分为三种类型：I、II、III类(Haft etal．，2005)。I类系统存在于古

生菌和细菌中，包含的Cas蛋白最多，有6个，其中最有代表性的Cas3具有解

旋酶和核酸酶的功能，是干扰阶段的主要作用酶类。多个Cas蛋白能够与crRNA

共同结合形成CRISPR相关病毒防御复合物(cPasPR Associated Complex for

Antivirus Defense，CASCAD)来发挥作用。III类系统大多数存在于古生菌中，在

细菌中很少发现(Jansen et a1．，20021。这类系统的主要Cas蛋白是Casl0蛋白，同

样具备RNA酶活性和CASCAD功能。目前发现的III类系统有两种亚型A型和

B型，其中激烈热球菌的A型靶标比较不同，它识别的是mRNA。I类和III类
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CRISPR系统的共同特点是都含有多个Cas蛋白，由多个蛋白形成复合结构进行

DNA切害L](Gottesman，2011)。而II类Cas系统仅有一个Cas蛋白对目标DNA进

行切割(Zetsche，2015a)，并且仅存在于细菌中(Garneau，2010)。目前，应用最广

泛且最为成熟的是II类CRISPR系统中的CRISPWCas9。Cas9蛋白有1409个氨

基酸构成，含有两个核酸酶结构域：HNH和RuvC—like，分别位于蛋白的中间和

N端，负责DNA双链的切割。其中HNH结构域是一个单核酸酶结构域，而

RuvC．1ik结构域则分成三个亚结构域，RuvC I亚结构域位于Cas9蛋白的N末端，

RuvC II／III亚结构域靠近HNH位于蛋白的中间。Cas9蛋白在crRNA的成熟和靶

标DNA的剪切过程中发挥重要作用(Barrangou et a1．，2007；Garneau et a1．，2010；

Sapranauskas etal．，20111。2015年张锋和他的同事在Cell上发表文章，称发现了

一种新的Cas蛋白Cpfl。Cpfl与Cas9都属于II类CRISPWCas系统，它们之间

存在几个明显的不同点。首先，Cpfl蛋白是通过单一的RNA引导对DNA进行

切割，不需要tracrRNA；第二，Cpfl识别的PAM是是富含T的区域，而Cas9

系统的PAM区则为NGG；第三，Cpfl蛋白切割产生的DNA断裂是粘性末端，

而Cas9蛋白切割产生的是平末端(Zetsche，2015b)。

3．3 CRISPR／Cas系统作用机制

CRISPWCas系统发生作用是分以下三步进行的。第一步为获得阶段，即外

源DNA的获得。细菌古生菌等将噬菌体携带的一小段外源DNA插入整合到自

身基因组中，这段插入的序列即为spacer，充当感染的“记忆”功能，插入的位

置则是相邻repeat之间，这些spacer序列被repeat序列间隔使机体可以区分序列

是内源的还是非内源的。第二步表达产生小的CRISPR derived RNAs(crRNAs)。

这些crRNAs通过不同的方式加工成熟。目前已知几种Cas蛋白作为核算内切酶

对pre—crRNA的特定区域进行切割，以形成成熟的crRNAs。如：Cas6(Carte，2008)、

Csy4(Haurwitz，2010)、Cas3(Brouns，2008)ff。第三步，当外源同族基因组再次侵

染细菌时，crRNA与Cas蛋白结合形成CRISPR核糖核蛋白复合物，对外源DNA

进行沉默。在I类和III类CRISPR系统中pre—crRNA被Cas核酸酶切割成多种

小的RNA，III类crRNA会对3’端进一步修饰以产生成熟的crRNA。成熟的I

类和III类CRISPR系统中的crRNA与相应的蛋白酶结合形成复合体，对靶位点
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进行识别和降解。Ⅱ类CRISPR系统中，crRNA与反式激活crRNA(trans—activating

crRNA，tracrRNA)结合形成复合物，与Cas9蛋白作用对目标位点进行切割。图

1．2阐释了三类CRISPR系统进行获得性免疫的作用机制。
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图1．2 CRISPR系统免疫机制

Figure 1．2 Natural mechanisms of microbial CRISPR systems in adaptive immunity

注：图片来源(Hsu et a1．，2014)

3．4 CRISPR／Cas9系统在果蝇基因组编辑中的应用

最先将CRISPR／Cas9应用做果蝇基因组编辑技术的是美国的科学家Gratz，

他设计了两个质粒，一个是Hsp70启动表达Cas9的质粒；一个是U6 poll III启

动子启动转录的gRNA。将两个质粒同时注射到果蝇早期胚胎中，成功得到果蝇
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yellow基因的NHEJ突变，并且可以稳定的遗传给后代，这个突变效率是比较低

的，仅有5．9％左右。作者同时也提出：如果同时设计两段gRNA，或许可以导

致基因片段的敲除；同时注射donor质粒，或许可以在基因组中引入小的外源

DNA片段(Gratz et a1．，2013)。虽然突变效率不高，但是Gratz成功将CRISPR／Cas9

技术应用在果蝇上，拉开了利用CRISPR／Cas9技术对果蝇进行基因组编辑的序

幕。接下来，两个实验室同时将体外转录得到的Cas9 mRNA和gRNA注射到果

蝇早期胚胎中，结果得到了非常高的突变效率(Basset etal．，2013；Yu etal．，2013)。

根据Bassett的报道，通过这种方法可以介导果蝇yellow基因突变效率高达88％。

Yu实验结果也显示了在yellow基因中80％的突变效率，同时Yu还成功敲了果

蝇基因组中的其他六个靶位点，揭示了CRISPR／Cas9技术超过以往任何一中基

因组编辑技术的高效性以及普遍应用的价值。这种注射质粒和mRNA的差异猜

测可能是由于Cas9蛋白和gRNA表达水平以及时间差异引起的。同样是2013

年，Kondo做了生殖细胞表达Cas9的果蝇和全身普遍表达gRNA的转基因果蝇。

当将两种果蝇杂交后，可以得到突变后代，并且突变效率到达90％。同时引入两

个gRNA则得到了1．6kb的大片段敲除(Kondo and Ueda，2013)。这种方法要得到

不同gRNA的转基因果蝇是比较耗费时间的，同时后代要去掉cas9和gRNA也

需要大量的时间，但是这种方法相对于直接注射的好处是后代可遗传率比较高。

之后，科研工作者陆续制备了各种生殖细胞特异表达Cas9的转基因果蝇，比如

vasa启动子特异启动(Sebo et a1．，2013)或者nanos特异启动(Ren et a1．，2013)。这

些转基因果蝇品系Cas9蛋白只在生殖细胞特异性表达，因此可以避免体细胞的

毒性，能够产生较多的可育后代。不同染色体的Cas9转基因品系都有，因此可

以利用不同染色体的Cas9转基因品系获得可育后代，之后通过杂交很容易地去

掉Cas9。2014年Bessett制备的Actin5C启动Cas9、U6启动gRNA的载体可以

在果蝇细胞系中表达，并且得到了80％的突变效率。

在果蝇(Beumer et a1．，2013)以及S2细胞(Bassett et a1．，2014)中的尝试发现，在

要插入片段的两端添加lkb的同源臂可以高效地引导外源DNA的插入，这种方

法可以通过引入marker基因直接在后代检测出来，或者可以通过PCR的方法很

方便地检测出来。Xue等做了10xUAS驱动Cas9表达以及gRNA的转基因果蝇

品系，其中gRNA的目标基因为六个表型已知的基因：Y，notch，bam，nos以及

lo
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ms邝)k81，另外做了组织特异性表达的Gal4品系，将Gal4品系与10xUAS—Cas9

品系杂交后，成功观察到了后代不同组织的相应突变表型(Xue et a1．，2014)。实现

了基因的组织特异性突变。Qi等设计了失活的Cas9蛋白(dCas9)，它的RuvC和

HNH核酸酶结构域不发挥作用，但是还可以与靶位点的DNA结合，在空间上阻

止了靶基因的转录从而抑制了靶基因的表达(Qi et a1．，2013)，被称为CRISPRi技

术。另一方面，将失活的Cas9蛋白联结上DNA转录元件VPl6、VP64或者p65

等，则可以有效的提高基因的表达水平，尤其是内源表达很低的基因(Konermann

甜a1．，2013；Maeder et a1．，2013；Perez et a1．，2013；Mali et a1．，2013b)。

3．5 CRISPR／Cas9系统的优势和局限

CRISPR／Cas9系统是一个天然存在的原核生物RNA干扰系统，其介导的基

因组编辑是由crRNA指导的，对靶序列的识别是RNA与DNA的碱基配对过程，

相比蛋白质对DNA序列的识别要精确更多，而且CRISPR／Cas9的构建仅仅需要

设计与靶序列互补的RNA即可，每个针对特异位点的crRNA只有几十个碱基，

整个载体较小，相对于ZFN和TALEN载体，更加容易构建，大大提高了基因操

作的效率及简便性。针对不同的突变位点，Cas9是通用的，所以在打靶不同位

点时，只需要设计不同的crRNA即可，多个针对不同位点的crRNA可以同时导

入细胞发挥作用。’

但是，CRISPR／Cas9系统在真核基因组编辑中也存在一些不足。首先，除了

需要crRNA和目标序列匹配外，目标序Y'](protospacer)附近必须存在一些小的前

间区序列邻近基序PAM，目前证明PAM序列为NGG(Wei et a1．，2013)。如果目

标序列周围不存在PAM或者无法严格配对，则Cas9蛋白不能行使核酸酶的功能

或者切割效率大大降低，这也造成了利用CRISPWCas9不能对任意序列进行切

割。其次，CRISPR／Cas9系统所需靶向的序列仅需十余个碱基对精确配对，这可

能降低CRISPR／Cas9系统切割的特异性，产生脱靶效应(Fu etal．，2013；Mali etal

2013)。但对黑腹果蝇而言，由于果蝇的基因组相对较小，可以很好的挑选靶位

点以避免脱靶效应。另一个问题是，不同的sgRNA位点的切割效率差异很大，

这可能由多种原因造成的，比如sgRNA的二级结构，sgRNA—DNA结构的热稳

定性，目前这方面的研究还没有进行，因此设计gRNA的时候多个位点是非常
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有必要的。

另一方面，由于CRISPR／Cas9技术令人激动的应用在基因编辑上，由此带来

的社会挑战以及灾难性应用的担心也由此而来。但是无论如何，CRISPR／Cas9作

为生物技术工具的巨大价值是无法湮灭的。

4果蝇章鱼胺受体的研究

4．1引言

无脊椎动物中，章鱼胺(octopamine)是一种重要的生物胺，结构上和脊椎动物

的去甲肾上腺素类似，在无脊椎动物的神经组织和非神经组中都可以发现章鱼

胺。研究表明，章鱼胺几乎调控着无脊椎动物所有的生理过程。在外围和中央神

经系统中，章鱼胺作为神经调质和神经递质发挥作用。外周神经系统中，章鱼胺

调控着骨骼和内脏肌肉以及其他的外周靶器官包括脂肪体、输卵管、感觉器官等

(Evans and O’Shea，1977；Whim and Evans，1988；Orchard and Lange，1985；Evans，

1978；Verlinden et a1．，2010)；中央神经系统中，章鱼胺作为神经调质调控着各种

行为包括节律反应(Crocker et a1．，2010；)、果蝇运动(Yellman et a1．，1997)、蜜蜂舞

蹈和叮咬行为(Barron el a1．，2007；Burrell and smith，1995)、蝗虫感觉的输入与脱

敏(Smobati and Holy,1984b)以及许多复杂的社会行为包括劳动建立(Schulz et a1．，

2002)、学习和记，tL(Mizunami et a1．，2009)、果蝇条件交配(O’Dell，1993)等。当章

鱼胺被释放到血淋巴中时做为神经激素发挥作用时，与昆虫的应激反应fFields

and Woodring，1991)、免疫反应(Baines and Downe，1994；Kim and Kim，2010)-等有

关。章鱼胺调控这一系列行为是通过不同类型的章鱼胺受体(Octopamine

receptors，OARs)实现的。目前科研工作者已经从黑腹果蝇体内克隆得到多个章

鱼胺受体，2005年Even等根据黑腹果蝇体内克隆得到的不同章鱼胺受体与脊椎

动物肾上腺素受体在结构和信号通路方面的相似性将章鱼胺受体分为三种不同

的类型：仪一adrenergic—like Octopamine Receptros(OAl)、13-adrenergic Octopamine

Receptors(OA2)以及octopamine／tyramine或者tyraminergic(TyrR)受体(Evans and

Maqueira，2005)。其中OAl与脊椎动物旺．肾上腺素受体基因序列有高度的同源

性，在章鱼胺的刺激下通常引发胞内钙离子浓度增加，同时也可以小幅度增加胞
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内cAMP十水平(Hall et a1．，1 998；Grohmann et a1．，2003；Duportets et a1．，2010；

Balfanz et a1．，2005；Ohtani et a1．，2006)；OA2与脊椎动物p一肾上腺素受体高度同

源，在章鱼胺的刺激下通过改变胞内cAMP+浓度发挥作用(Maqueira et a1．，2005；

Even et a1．，2005)，OA2又被细分为几个不同的类型，它们彼此之间在药理学性

质上存在差异。第三类章鱼胺受体octopamine／tyramine受体在结构上同样和脊

椎动物0【一肾上腺素受体基因序列具有同源性，在药理学试验中发现章鱼胺和酪胺

(tyramine)均能激活该受体。当octopamine／tyramine受体被酪胺激活时能够抑制

腺苷酸环化酶的活性，从而降低胞内cAMP+水平(Saudou et a1．，1990；Vanden et a1．．

1995；Poels et a1．，2001；Ohta et a1．，2003；Blenau et a1．，2000)；被章鱼激活则引起胞

内钙离子的释放(Robb et a1．，1994；Reale et a1．，1997)。实际上很多研究发现这类

受体更倾向于被酪胺激活，因此有人认为它们是一种酪胺受体(Nagaya et a1．，

2002；Roeder et a1．，2003)。之后，又陆续在果蝇中克隆得到了一类新的受体可以

特异性地被酪胺激活，并且在冈比亚按蚊口．gambiae)和意大利蜜蜂口．mellifeFa)

基因组信息中同样找到了这类受体基因。因此，2012年Farooqui又对Even的分

类系统做了补充，添加了新的TA2受体(Farooqui，2012)。章鱼胺和酪胺是目前发

现的仅有的两种非肽类神经活性物质，只在无脊椎动物中发挥生理作用。截至目

前，OARs只在无脊椎动物中发现，还没有在脊椎动物中发现，因此OARs被视
为潜在杀虫剂靶标。

4．2章鱼胺受体的信号转导途径

OARs属于G蛋白偶联受体(G—protein—coupled receptors GPCRs)大家族，

GPCRs是一类古老而庞大的家族，在生物体信号转导过程中发挥着重要作用。

GPCRs有七个疏水线性伐一螺旋跨膜结构域，通过G蛋白(guanine nucleotide—

binding regulatory proteins)进行信号传递。七个疏水性跨膜结构域通过三个胞内

环(Intracellular Loops，IL)和三个胞外环(Extracellular Loops，EL)联系在一起，胞

外的NH2末端通常是糖基化的，而胞内的COOH端通常是磷酸化的。当GPCRs

被激活后，将信号传递到胞内的鸟嘌呤结合蛋白(G蛋白)，乌嘌呤结合蛋白激活

或抑制特定的靶蛋白，引起胞内第二信使浓度的改变。与其它GPCRs一样，章

鱼胺受体的信号转导过程也引起胞内第二信使浓度的改变。根据偶联蛋白的不
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同，可使胞第二信使cAMP+、或者Ca2+浓度改变。实际上也是根据这种不同第

二信使浓度改变来区分不同受体亚型的。

第一种，是[cAMP]i水平上升或者下降。细胞内分反应严格依赖受体和G蛋

白之间的特异性作用(Gudermarm et a1．，1996，1997)。当受体和Gs蛋白偶联，被

激活的G。s亚单位与细胞质膜上的腺苷酸环化酶(Ac)相互作用，导致腺苷酸环化

酶活性的升高，从而使ATP转化为cAMP。接下来，由于[cAMP]i水平上升，激

活了cAMP依赖型蛋白酶A的活一t生(protinkinaseA，PKA)。PKA可以将各种底物

分子中如：胞浆蛋白、配体门控、电压门控的离子通道以及一些转录因子(如：

CREB，CREM，ATF一1)等的丝氨酸和苏氨酸磷酸化(De Cesare et a1．，1999)。另外，

也有一些GPCRs与G。蛋(inhibitory G protein)相互作用，起到抑制腺苷酸环化

酶的作用。腺苷酸环化酶与G旺i亚单位的作用阻碍了其与G。s亚单位的作用，因

此抑制了腺苷酸环化酶的活性。

另一条途径是通过改变Ga2+浓度实现的。受体与Gn／0蛋白家族相结合

(Guderman et a1．，1996，1997)。G。q／。亚基与磷脂酶C(Phosopholipase C，PLC)相结

合并且促进其活，l生(Rhee and Bae，1997)。PLC水解两种底物磷酸肌醇和4，5．二

磷酸，得到两种第二信使：口3和DAG。其中，IP3随意扩散并结合到内质网上

特定的口3受体上，这些受体通常是一些Ga2+通道。当IP3与Ga2+通道结合后，

Ga2+通道打开，使得Ga2+从内质网流／230细胞质中。Ga2+通过直接调节酶和离子

通道的活性在调节许多细胞功能中发挥至关重要的作用。另外，Ga2+也可以与许

多蛋白直接结合如：钙调蛋白、钙结合蛋白、钙网膜蛋白等，这些蛋白通过相互

结合控制并且调节许多蛋白效应器的活化。另一方面，由于PLC水解底物不仅

产生P3，同时也产生DAG。与D3释放不同，DAG仍与膜相关，它激活的是蛋

白酶C(Protein kinase C，PKC)。PKC的完全活性却需要DAG和口3的同时存在。

与PKA类似，PKC同样水解蛋白质的苏氨酸和丝氨酸残基，从而改变这些蛋白

质的生物活性。

总之，GPCR活化使细胞内产生各种包括第二信使在内的级联反应。同一细

胞中不同第二信使参与的反应可能同时发生，这些不同信号通路的同时作用最终

导致细胞反应的扩大或减小。
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果蝇章鱼胺受体的研究进展

1998年，Han等首次从黑腹果蝇体内克隆得到了章鱼胺受体命名为OAMB，

OAMB在果蝇蘑菇体(mushroombody)和椭球体(ellipsoidbody)中高表达，这两个

神经元的结构对学习、记忆、运动控制和酒精功能耐受有重要作用(Davis，1996；

Han et a1．，1998；Martin et a1．，1999；Scholz et a1．，2000)。当对稳定表达OAMB的

细胞使用章鱼胺时能够促进cAMP+以及胞内钙离子的积累，表明OAMB可能通

过不同的信号转导途径发挥不同的生理功能。随后，Han等利用P元件诱导的突

变获得了OAMB不同的突变品系，发现oamb突变体雌虫求偶和交配表现正常，

但是很多成熟的卵停留在卵巢中而不能正常产卵。同时发现OAMB不仅在脑中

表达，在胸腹神经(thoracicoabdominal ganglion，TAG)和雌虫生殖系统以及卵巢

中成熟的卵中也有表达(Lee et a1．，2003)。接下来Balfanz从果蝇体内克隆出两类

编码不同的OARs的基因：Dmoal和Dmoa2，Dmoal有两个不同的剪切体

DmOAlA和DmOAlB，他们在包含跨膜域在内的N末端相同，但是在C末端

存在差异。对DmOAlA／1B表达的细胞使用章鱼胺，纳摩尔级浓度即可引起胞

内钙离子浓度的改变，Dmoa2受体激活则是通过cAMP途径进行的(Balfanz et a1．，

2005)。最近的研究还发现，位于蘑菇体仅p和1，神经元的OAMB受体是调节果

蝇取食学习行为的关键分子机制，恢复OAMB突变体果蝇两个亚型的任意一个

都可以恢复果蝇的取食学习行为(Kim et a1．，2013)。

Maqueira等2005年发表文章发现了新的章鱼胺受体家族：DmOctj31R

(CG6919)、DmOctl32R(CG6989)以及DmOctl33R(CG7078)。这三类受体都跟脊

椎动物的B肾上腺素同源，并且在CHO细胞系中稳定表达后三种受体都表现为

倾向于被章鱼胺激活而不是酪胺，都引起细胞内cAMP+浓度的改变(Maqueira et

a1．，2005)。研究还发现Octl32R同样是果蝇产卵过程的分子基础，并且招募PKA

和CaMKII作为下游的效应器发挥作用。Octl32R纯合突变体同样表现出不能产

卵的现象，在输卵管上皮细胞恢复Octl32R即可恢复产卵，表明Oct]32R影响产

卵行为的主要作用部位是在输卵管上皮细胞(Lim et a1．，2014)。Ohhara等用RNAi

的方法在果蝇的前胸腺(Prothoracic Gland，PG)下调Oct[33R基因表达导致蜕皮激

素的缺乏而抑制蜕皮，OctJ33R基因表达下调同时影响PTTH和Ilps信号，推测

只有在幼虫发育过程中获得做够的体重和营养后才能激活下游的一元胺信号从

1与
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而允许变态的发&(Ohhar et a1．，2014)。

Wu等在研究二化螟(Chilo suppressalis)章鱼胺受体时克隆得到了一类新的

OARs家族，测序结果显示该基因有两个剪切体，并将其命名为CsOA3L和

CsOA3S。CsOA3S与CsOA3L相比在胞内3环处少了30个氨基酸。药理学实

验结果显示，CsOA3S偶联Gi和G。蛋白分别引起胞内cAMP+浓度下降和Ca2+

浓度升高，而CsOA3L则只偶联G。蛋白造成胞内ca2+浓度上升(Wu et a1．，2014)。

二化螟OA3受体在果蝇中的同源基因为CGl8208。武亚苏克隆得到了果蝇

DmOA3L，初步的药理学实验发现DmOA3在胞内偶联Gi蛋白引起cAMP浓度

下降(武亚苏，2015)。截止目前，还没有任何关于这类新型的章鱼胺受体OA3受

体生理功能的报道。

5展望

章鱼胺作为神经递质、神经调质、神经激素，在昆虫的生理功能中发挥着重

要作用，使它们可以很好的适应外界环境。并且章鱼胺和酪胺是仅有的两种非肽

类神经活性物质，只在无脊椎动物中发挥生理作用，被视为很好的潜在杀虫剂靶

标。目前，对0【一adrenergic—like Octopamine Receptros(OAl)和13-adrenergic

Octopamine Receptors(OA2)两类受体的药理学和生理功能的研究已经有一些进

展，但是对octopamine／tyramine受体、tyramine受体以及新型章鱼胺受体OA3

受体的研究还很少。通过反向分子遗传手段、DNA芯片技术以及比对更多的昆

虫基因组序列等方法能够帮助我们更好地解释章鱼胺受体的分子机制以及章鱼

胺信号通路在昆虫神经系统中发挥的作用。对章鱼胺受体受体药理学和功能研究

可以帮助我们寻找潜在的特异性高效激动剂和拮抗剂，从而为新的高效杀虫剂的

研制提供基础。
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第二章利用CRISPR／Cas9技术敲除果蝇white基因

1引言

CRISP刚Cas9技术以其低廉的造价和简便快速的操作过程在短短十几年的时

间内得到迅速的发展。理论上，该技术可以对所有生物的任意基因进行DNA序

列的删除、插入、编辑，以得到特定基因的功能和调控原件信息。多位点编辑更

是可以大范围探究．基因或者蛋白的作用网。同样的，特定位点操纵转录调控或者

染色体的位置可以解释细胞内的遗传物质是怎样得到组织和利用的，同时揭示基

因组结构和功能之间的联系。全世界利用CRJsPR／Cas9技术对各种各样的生物

进行基因功能的研究正在蓬勃发展。果蝇作为重要的模式生物是最早应用

CRISPR／Cas9技术的活体生物之一。果蝇基因组大小约为1．65×105 kb，仅为人

类的1／20，可以很方便对其进行基因组编辑。本实验室之前还没有展开果蝇基因

组编辑的工作，为了在本实验室建立果蝇CRIsPR／cas9体系，我们首先选择果

蝇x染色体上决定眼色的基因white进行定点突变。

研究表明，果蝇眼色形成是由红色素和褐色素的合成和沉积形成的。其中，

红色素由乌嘌呤前体而来，而褐色素由色氨酸前体合成而来(Summer et a1．，

1 982)。果蝇white基因属于ATP—binding cassette(ABC)transporter基因家族，其

编码的转运蛋白位于色素颗粒膜上，可以将细胞质中的色素前体转运到色素颗粒

里面。在黑腹果蝇中，还有另外的两个基因负责眼色素前体的转运分别是scarlet

和brown。white基因编码的white蛋白和scarlet基因编码的scarlet蛋白结合形

成二聚体，将阿敏色素前体从细胞质转运到色素颗粒中；同样的white蛋白和

brown基因编码的brown蛋白将蝶啶前体从细胞质转运到颗粒体(Mackenzie et a1．，

2000)。因此，scarlet基因和brown基因突变果蝇分别缺少阿敏眼色素和蝶啶，

而white基因突变则导致两种眼色素的缺乏，造成果蝇白眼突变表型(Ewart and

Howells．1998)。我们首先选择果蝇white基因进行定点突变，如此只要在G1代

观察果蝇眼睛颜色即可得知CRISPR／Cas9系统是否突变成功。
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2材料与方法

2．1供试昆虫

本实验所用野生型的黑腹果蝇D．melanogaster来自本实验室世代培养。果蝇

饲养于人工培养箱(温度控制在25。C，湿度在70％，光周期为L：D=12h：12h)内。

所用饲料为标准的玉米粉培养基，其组分为6．68％的玉米粉、9．18％的黄豆粉、

0．6％的琼脂、2．5％的酵母粉、4％的蔗糖、4．24％的麦芽糖、0．25％的尼泊金甲酯

和0．1％的苯甲酸钠。本试验所用试剂均购自Sigma—Aldrich(St Louis，MO，USA)。

每周一次将羽化的成虫换至装有饲料的新试管中。

果蝇饲料配方如下：

成分 重量

水

玉米粉

大豆粉

琼脂粉

酵母

蔗 糖

麦芽糖

尼泊金甲酯

苯甲酸钠

1 L

66．83 g

9．18 g

6 g

25 g

40 g

42．4 g

2．5 g

1 g

2．2主要质粒和菌株

菌株和质粒

psp6--2SNLS-—spCas9

pMD 1 9一T gRAN scaffold vector

pDCC6

pCDF5

Trans—T 1

来源

张博实验室

北京大学熊敬伟博士实验室

Addgene

Addgene

北京全式金生物公司
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2．3主要试剂和仪器

用于试验的主要试剂有：限制性内切酶(NEB，UAS；Thermo，UAS)；高保真酶

(Q5 high-Fidelity DNA Pplymerase，NEB，UAS；Kod FX，TOYOBO，Japan)；T4

DNA连接酶(T4 DNA Ligase，Thermo，UAS)；牛小肠碱性磷酸化酶(Alkaline

Phosphatase Calf Instestinal，CIP，NEB，UAS)；感受态细胞(Trans—T1，全式金，

China)；醋酸铵；高乐士漂白水(购自淘宝)；透明双面胶(Double slidedtape，Scotch，

UAS)苹果汁；蛋白酶K(Proteinase K，SIGAMA，UAS)；One step cloning Kit(Vazyme，

ch_ina)；Gibson assembly Master Mix(New England BioLabs，UAS)。

用于试验的主要试剂盒有：凝胶回收试剂盒(Axygen Gel Extration Kit，

Axygen，UAS)；质粒抽提试剂盒(QIAGEN Plasmid Midi Kit，QIAGEN，Germany)；

sp6体外转录试剂盒(Sp6 Mmessage Mmachine Kit，Ambion，UAS)；E．coli Poly[A]

Polymerase Kit(New England BioLabs，UAS)；MEGAclear Kit(Ambion，UAS)；

RiboMAXLarge ScaleRNAProduction Systems—T7 Kit(Promega，UAS)。

用于试验的主要试验仪器：NanoDrop 2000微量分光光度级(Thermo Fisher

Scientific，Wilmington，DE)、ABI PRISM 7500 real—time仪器(Applide Biosystems，

UAS)、P97拉针仪(SUTTER，UAS)、FemtoJet 4i微量注射仪(eppendorf，

Germany)、PCR扩增仪(veriti 96 well Thermal Cycler,ABI，UAS)、凝胶成像仪(Gel

DOCXR Molecular Imager,BIO—RAD，UAS)4事。

2．4 CRISPR／Cas9靶位点的选择

通过flybase(http：／／flybase．or90数据库查找所选基因的CDS序列和基因组序

列，通过NCBI网站在线的Nucleotide Blast程序比对各基因CDS序列和基因组

序列，分析出内含子与外显子部分。使用flycrispr网站的Flycfispr Optimal Target

Find(http：／／flycrispr．molbio．wisc．edu／tools)在线查找备选gRNA，按照以下靶位点

选择方法进行靶位点的选择：

(1)主要遵循5'-N19—21一NGG．3’的原则，N为任意碱基，3’的NGG为PAM序列

不包括在gRNA引物设计中。
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(2)靶位点尽量在基因CDS的前2／3区域，ATG之后，不在最后一个exon上，

最好能破坏重要的domain和所有的isoform；也可以选择在intron和exon的

交界处，破坏基因的剪接，原则上不要选择5’UTR和3’UTR。

(3)本实验所用gRNA是III类RNA聚合酶启动子U6：3启动转录，5’端含G以

便有效启动转录。如果没有合适的5’端G，只要遵循(1)即可。

(4)选择好的靶位点在Flybase上在线比对，以确保序列的单一性。

2．5 Cas9 mRNA的制备

2．5．1线性化载体psp6-2SNLS-spCas9质粒

用XbaI处理载体质粒，具体程序如下：

Xba I

载体质粒

10X反应缓冲液

Water

370C处理2h；650C失活20min。

8此

8岭

16此

至80此

2．5．2电泳检测线性化载体并切胶回收纯化线性化载体

酶切产物通过1．0％的琼脂糖凝胶电泳分开得到，用AxygenGelExtrafionKit

凝胶回收试剂盒进行纯化回收，具体操作步骤如下：

2．5．3转录得到Cas9 mRNA

使用Ambion公司的mMessage mMachine sp6 ultra kit试剂盒，以线性化的

psp6—2SNLS—spCas9质粒为模板，转录得到Cas9 mRNA，具体操作步骤如下：

(1)解冻试剂，完全解冻后将ribonucleotides(2 XNTP／CAP)置于室温，其他试剂

放置在冰上。

(2)按下表配制反应体系，配制时先加水跟ribonucleotides，之后再加10 X反应

缓冲液。
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(3)

ddH20 至20 uL

2XNTP／CAP 20”L

10X反应缓冲液 2儿

线性化质粒 o．1—1 gg

酶 2 uL

(4)37。C孵育1h，也可以适当延伸孵育时间以提高产率。

(5)在反应体系中加入1}LLTURBODNA酶，37。C反应15 min，来去除DNA模

板。

2．5．4加polyA尾

使用Ambion公司的Poly(A)Tailing Kit，给转录好的Cas9mRNA加polyA尾

巴，得到成熟的Cas9 mRNA，具体操作如下：

(1)按以下方式配制反应体系：

mMESSAGE Mmachine体系 20 uL

ddH20 36 gL

5XE-PAP反应缓冲液 20 uL

mM MnCh 10 gL

mMATP 10 LLL

(2)加入E—PAP之前，移出0．5¨L反应体系。

(3)上述体系中加入49LE—PAP酶，最终反应体系为100 I．tL：

(4)370C孵育1 h。

2．5。5 Cas9 mRNA纯化

使用Ambion公司的Megaclear试剂盒对加polyA的Cas9mRNA进行纯化：

(1)用Elution solution将样品补充至100此，充分混匀。

(2)在样品中加入250此Binding Solution，并用移液枪吸打混匀。

(3)加入250 gL 100％的乙醇，用移液枪吸打混匀。

21
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(5)将样品加入到滤芯上，滤芯置于收集管中，10000—15000 X RCF离心15—60 s

至样品离心完全，弃滤液。

(4)在滤芯上加入500／．tLwashbuffer，10000—15000 x RCF离心10．30 S，弃滤液。

(5)重复步骤(5)。

(6)将滤芯放置在新的收集管中，加50 gL Elution buffer(提前加热至95。c)，室

温放置1 min；10000—15000 X RCF离心l min，来洗脱RNA。

(6)重复步骤(7)

2．5．6醋酸铵沉淀RNA

(1)在RNA样品中按1：10的比例加入5 M的醋酸铵溶液；

(2)加入2．5倍体积的100％L醇，混匀一20。C放置30 min以上；

(3)4。C最大转速离心15 min，小心移走上清；

(4)用500 gL 70％的冰乙醇清洗沉淀，再次离心，小心移走上清。

(5)风干离心管，加入适量RNas—free水。

2．6 gRNA的制备

2．6．1 PCR获得gRNA转录模板

以pMDl9一T gRNA scaffold vector质粒(北京大学熊敬为博士提供)为模板，使

用NEB公司的KOD FX高保真为模板扩增得到gRNA转录模板：

2XPCR反应缓冲液

2 mM dNTP

10 pmol／gL primer F

10 pmol／gL primer R

模板

KOD酶

ddH20

22

25皿

10 LLL

1．5“L

1．5 LLL

50 ng

1 uL

至50此
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2．6．2电泳检测条带的单一性

PCR产物通过1％的琼脂糖凝胶电泳，检测条带是否单一。

2．6．3乙醇沉淀DNA

(1)在样品中加入十分之一体积乙酸钠(3 mol／L，pH=5．2)，使终浓度为O．3 tool／L；

(2)加入二倍体积用冰预冷的乙醇，充分混匀，一20。C放置30 min以上；

(3)12000 x g离心10 min，小心移走上清，吸去管壁上所有液滴；

f4)加入二分之一离心管容量的70％的乙醇，12000 X g离心2 min，移走上清并

吸走管壁上所有液滴；

(5)室温下讲离心管开盖放置在桌上至液体挥发干净。

f61加入适量的RNase—free水溶解DNA．

2．6．3转录得到gRNA

使用RiboMAX Large scale RNA Production systems—T7试剂盒(Promega)对

gRNA进行体外转录。

提前将四种100mM rNTP等体积混匀，使每种NTP浓度变成25Mm，如下

方式配制反应体系：

T7 Transcription 5X Buffer 20 uL

rNTPs(25mMATP,CTP,GTP,UTP) 30皿

线性化DNA模板 5—10 gg

酶 10旺

ddH20 至100止

37。C孵育2—4 h，也可反应过夜。

2．6．4纯化gRNA

在gRNA中加入十分之一体积的乙酸钠，后加入2倍体积用冰预冷的乙酸钠

产生大量白色沉淀即为gRNA，沉淀后用RNase—free水溶解沉淀即可。
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2．7 pDCC6．W1，pDCC6一W2载体制备

pDCC6原始质粒为addgene(http：／／www．addgene．o呵)提供，该质粒同时有

hsp70启动的Cas9和U63：3启动子，可以直接在U63：3启动子后面添加不同的

gRNA序列，单一注射加入适当gRNA的pDCC6质粒到果蝇早期胚胎内即可实

现果蝇或其他生物的基因组编辑。

2．7．1引物退火自连

引物订购需要做脱磷酸化处理，用ddH20稀释至100 gM，反应体系如下：

oligol

Oli902

10XT4 DAN连接缓冲液

ddH20

反应程序：95。C 5 min；ramp至25。C(一0．1℃、sec)

表2．1扩增W1、W29RNA所用引物

Table 2．1 Primers for coloningW1、W2 gRNA

1 uL

1此

l uL

7此

引物名称

Primer name

引物序y,J(5’一3’)

Primer sequence(5’-3，1

DM·-white-·gl-·F

DM--white-·gl--R

DM--white-·92--F

CTTCGCTGCATT八ACCAGGGCTTC

AAACGAAGCCCTGGTTA ATGCAGC

CTTCGCTCCGGCCACCCAGTCCGC

DM．white．92．R AAACGCGGACTGGGTGGCCGGAGC

2．7．2载体酶切

Bbs I(Themo)处理8 ggpDCC6质粒，反应程序如下：

24
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Bbs I

pDCC6质粒

10X反应缓冲液

ddH20

37。C孵育60 rain。

2．7．3载体末端脱磷酸处理

8¨L

8 pg

16 uL

至80此

使用NEB公司生产的牛小肠碱性磷酸化酶(Alkaline Phosophatase Calf

intestinal，cm)对酶切载体进行末端脱磷酸处理，直接在酶切体系中加入1¨L

CIP，370C孵育30 min。

2．7．4酶切载体纯化

酶切并且脱磷酸化处理的的载体产物通过1．0％的琼脂糖凝胶电泳分开得

到，并用Axygen Gel ExtrationKit凝胶回收试剂盒进行纯化回收，具体操作步骤

同上2．5．2。

2．7．5 gRNA片段与酶切载体连接

将纯化的酶切载体与退火引物进行连接，反应体系如下：

BbsI酶切载体X斗L(50ng)

退火oligo 1此

10 X T4连接缓冲液 1皿

T4 DNA连接酶 1 t．tL

ddH20 至10 laL

25。C孵育1 h，之后转化至Trans—T1感受态细胞中。

2．7．6连接产物的转化

将连接后的产物进行转化，具体操作方法如下：
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(1)在刚解冻的50¨L全式金公司生产的TransTl感受态细胞中加入5此连接的

产物，轻轻混匀，冰上静置20 min；

(2)42。C热激45 sec后，立即置于冰上2 min；

(3)每管加入800皿LB液体培养基，37。C，200 rpm振荡孵育1 h；

(4)在含Amp(100}tg／mL)抗性的LB固体培养基平板上加入40¨L 20 mg／mL

x·gal和8旺100 mg／mL IPTG溶液，用涂布器将其轻轻涂匀；

(5)取200¨L培养的菌液于上述平板，用涂布器将菌液轻轻涂匀；

(6)平板正放于37。C至菌液完全吸收，倒置平板继续培养10—16 h。

2．7．7转化子的鉴定和测序

(1)用灭菌的10此枪头在LB平板上挑取5个白色单菌落，分别接种于1 mL

含Amp(100肛g／mL)抗性的LB液体培养基中，37。C，200 rpm振荡培养；

(2)将菌液直接送至铂尚生物技术有限公司进行测序。

表2．2pDCC6 gRNA测序引物

Table 2．2 Primers forW1、W2 vector sequencing

引物名称

Primer name

引物序列(5 7—3，)

Primer sequence(5 7—3’、

gRNA-·cexu--F

gRNA--cexu-·R

CGT，rATGTATACTTTTTTTGGTC

TTAGTGCAGAGAGGGAGAGACCC

2．7．8质粒DNA的抽提

质粒DNA的抽提采用QIAGEN Plasmid Milli Kit，具体操作方法如下：

(1)取1．5 mL在LB培养基中培养过夜的菌液，40c 6000 X g离心15 min沉淀菌

种，弃尽上清；

(2)加入300皿Buffer P1重新悬浮沉淀，漩涡振荡使其悬浮均匀；

(3)加入300止BufferP2，剧烈涡旋4-6次，充分混匀，之后室温孵育5 min。

(4)向上述混合液中加入300肛BufferP3，剧烈涡旋4-6次使液体充分混匀，之

后在冰上孵育5 min；

(5)14000—18000 x g，4。C离心10 min，如果没有沉淀完全重新离心一次。

’6

万方数据



浙江大学硕士学位论文 第二章利用CRISPR／Cas9技术敲除果蝇white基因

(6)在QIAJXTG—tip中加入1 mLBuffer QBT以平衡，知道Buferr QBT靠重力流净。

(7)将第五步得到的上清加入到QIAGEN—tip中，使其靠重力穿过树脂。

(8)用2 mLBuffer QC洗两次QIENG—tip，使其靠重力穿过QIENG—tip。

(9)将O．8 mL Buffer QF加到QIENG—tip中，是DNA洗脱到1．5 mL管中，如果

质粒大于45 kb，提前将洗脱液加热到650C，可以提高洗脱效率。

(10)在洗脱的DNA中加入O．56 mL室温异丙醇混匀，来沉淀DNA；大于15000 X

g 4。C离心30 min；小心移走上清。

f11)N 1 mL 70％的乙醇清洗DNA管，大于15000 X g离心10 min，小心移走上

清。

(12)风干DNA管5—10 rain，然后用合适的Buffer重新溶解DNA。

2．8注射样品的配制

配制最终注射样品时，Cas9 mRNA为300 ng／gL，gRNA为40 ng／斗L。注射

质粒时，质粒浓度为400 ng／gL。

如果最终样品量不超过50此，则加ddH20补至50“L。

(1)加入1／10体积的3 M醋酸钠(pH=5．2)；

(2)加入三倍体积的100％的乙醇混匀；

(3)将样品之于一20。C或者一80。C至少30 rain；

(4)40c以最大转速离心45 min，小心移除上清；

(13)加入100皿70％N乙醇冲洗离心管，4。C以最大转速离心3 min，之后小心

移除上清；

(5)重复步骤(5)；

(6)用小枪头小心移走剩余液体；

(7)风干离心管，加入适量的水。

(8)立即进行注射或一80。C储藏。
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2．9果蝇胚胎的显微注射

(1)准备产卵盘：称取8．4 g琼脂粉，加入240 mL水中，于微波炉内加热至

溶解；称取7．8 g蔗糖溶于75 mL苹果汁中后与琼脂溶液混合，倒入培

养皿中冷却。

f2)果蝇预产卵：注射前一天，收集2—3天的果蝇，放置在胚胎收集器中，

给予避光环境，使其在涂有酵母的产卵盘子中产卵。以调整果蝇节律，

使果蝇适应白天产卵。

(3)注射样品准备：将质粒浓度配制成400 ng／gL。

(4)胚胎收集：将足够量的果蝇放置在胚胎收集器中，给予避光环境，使其

在产卵盘表面产卵，每个半小时换一次产卵盘。将产卵盘表面的卵用自

来水洗下，并用毛笔收集到3 M公司生产的BD Falcon 70 gm细胞漏网

中，用自来水冲洗掉酵母等杂质。

(5)胚胎脱壳：将卵至于50％漂水中放置2min，之后用自来水冲洗1 min，

用ddH20冲洗30 SeC。

(6)排卵：在载玻片表面附一层Scotch透明双面胶，将卵扫到双面胶下方，

吸干水，用毛笔将卵依次排在双面胶上，胚胎后端朝向一方。排卵时间

15 min，之后在卵表面涂一层混合油(halicabon oil 700：halicabon oil 200

=1：1)(Sigma，UAS)。

(7)注射针准备：用P97拉针仪(Sutter，USA)将毛细玻璃管拉成所需粗细，

拉好的针放在干净的培养皿中待用。

(8)调整注射仪：将拉好的玻璃针装在注射仪的夹头上，调整玻璃针的角度

与载物台约30度。移动玻璃使其轻轻撞上盖玻片，使玻璃针撞出斜面，

并装上样品。

(9)注射：将排好的卵放在载物台上，移动载物台，对卵依次进行注射，注

射在180c下进行。

(10)注射后的培养：将注射后的卵连同载玻片放在铺有湿润滤纸的培养皿中，

周围加湿润的脱脂棉防止胚胎脱水死亡，置于18。C培养箱中培养，18h

后将幼虫跳出放于果蝇培养管内，置于25。C培养。

万方数据



浙江大学硕士学位论文 第二章利用CRISPR／Cas9技术敲除果蝇white基因

2．10突变检测

2．10．1 GO代果蝇杂交策略

将注射后的GO代果蝇直接自交，检测后代有无白眼突变。

2．10．2 G1代果蝇突变检测

(1)单头果蝇DNA提取

1)Squash buffer配制

ddH20 9．89L

1M Tris(pH8．0) 100心

5 M NaCl 50 gL

0．5 MEDTA 20此

使用之前在50此squash buffer中加入1“L 10 mg／ml蛋白酶K；

2)将单头果蝇放入200旺PCR管中，置于一20。C，冻死；

3)加入50 gL含有蛋白酶K的squash buffer；

4)用枪头挤压果蝇使其破碎，并反复吸打squash buffer；

5)将PCR管放在PCR以上进行如下程序：37。C孵育30 min；95。C，2 min；

6)取出离心管，14000 rpm离心7 min；

7)将上清转移到新的离心管中一20。C放置备用。

(2) 以果蝇基因组DNA为模板，使用NEB公司的Q5 High—Fidelity Polymerase

对靶位点附近的750 bp左右片段进行特异性扩增：

5x Q5 reacton buffer 10“L

2 mM dNTPs 5 UL

10 mM primer F 2．5 UL

10 mM primer R 2．5／aL

DNA XBL(1 ng一1 lag)

Q5 High—Fidelity DNAPolymerase 0．5“L

ddH，0 至50 UL

29
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反应程序如下：98。C 30 s；98。C 10 S，55。C 30 S，72。C 20 S 35个循环；72。C 2 min

40C forever。

表2．3突变区域DNA片段克隆引物

Table 2．3 Primers for coloning mutant region

引物名称

Primer name

引物序列(5’．3 7)

Primer sequence(5’-3’)

DM—white—JC—F

DM—white—JC—R

CACTTTCAAGGCCArCCACCAAG

GCCAAAAGTTCGCCCGGATAGGC

(3) 将PCR产物进行1．0％的琼脂糖凝胶电泳检测条带是否单一，将500 bp

位点单一条带的PCR产物送铂尚生物技术有限公司进行测序验证，测序弓

物即为PCR引物。

3结果与分析

3．1 white基因序列分析和靶位点选择

通过flybase网站查找到已经公布的果蝇white基因CDS序列，果蝇white

基因位于X染色体上，CDS全长2064 bp，包括6个exon，在第二个exon上选

择两个以G开头的靶位点，两个切点之间相距43bp(图2．1)：

White
／＼

／ W1

图2．1 white基因外显子分析和靶位点选择

Fig 2．1 Exon and target site of white gene

注：红色区域为PAM区，前面20bp为靶位点。
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3．2 Cas9 mRNA和gRNA的制备

首先将psp6—2SNLS—spCas9载体线性化，电泳结果显示线性化后的载体条带

单一且比没有线性化的载体条带位置靠上，说明线性化完全(图2．2A)。以线性化

的psp6—2SNLS—spCas9载体为模板转录Cas9 mRNA，之后加polyA尾。电泳结

果显示加polyA之后比转录后质量大且在4000 bp左右，说明转录并且加polyA

成功(图2．2B)。制备gRNA电泳结果显示在100 bp附近清晰条带(图2．3)。

A ’鼋

8000
5000
3000

2。00
loD0

5J00
250

100

SIDlol0

引X10

1500

1aD0

500

l 2

图2．2Cas9 mRNA制备电泳图

Fi92．2 Electrophoretogram of Cas9 mRNA preparation(A)Linearization of psp6—2SNLS-spCas9

plasmid Lane 1：Trans 2K plus II DNA Maker；Lane2：Undigested plasmid；Lane3—6 digested

plasmid．(B)Electrophoretogram of Cas9 mRNA．Lane 1"Trans 1 5K DNA Maker；Lane2：Cas9

mRNA；Lane3：Tailed Cas9 mRNA．

bp

8000

5000

3000

2000

1000

750

500

250

100

1 2 3

图2．3 gRNA电泳图

Fi92．3 Electrophoretogram of gRNA．Lanel：Trans 2K plus II DNA Maker；Lane2：W1 gRNA；

Lane3：W2 gRNA．
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3．3 pDCC6．W1；pDCC6-W2载体制备

制备了pDCC6一W1和pDCC6一W2两个质粒(图2．4)。质粒同时有hsp70启动

Cas9和U6：3启动gRNA转录。可直接注射单一质粒到果蝇早起胚胎实现基因打

靶。
B',pQl Sdpl

xha!一．

图2．4 pDCC6一W1／W2质粒图谱

Fig 2．4 The physical map of pDCC6一W 1／W2 plasmid

3．4 G1代突交检测

注射浓度均400 ng／”L的pDCC6一W1和pDCC6一W2的混合质粒到白眼野生

型果蝇Canton—S早期胚胎中，共注射949只GO代卵，孵出幼虫185只，自交后

得到10只白眼突变果蝇(图2．5)。单头果蝇提取基因组DNA之后，PCR得到突

变区域片段，测序结果显示成功在相应位点产生突变。测序结果显示得到两种类

型的突变体，一种是至在W1位点产生突变，一种是在W1、W2两处均产生切割，

造成两切点之间序列缺失(图2．7)，测序峰图显示了相同的结果(图2．8)。
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A 固

图2．5利用CRISPR／Cas9对white基因打靶

Fi92．5 CRISPR／Cas9 induce deletion at white loci．(A)Eye color of wild type．(B)Eye color of

white mutant

10000bp

20()obp

1SoobP
800bD

800bp

500bp

300bp

marker

图2．6G1代突变区域PCR电泳图

Fi92．6 PCR of G 1 generation mutant region
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wild type

mutantl

mutant2

mutant3

Wl W2

CC—56q可ro iikGccA^A^AcT^cG6c^∞cTlC∞∞c^clCc^6TcoGd—
i’■^，、-一

一』_■___一V'●■■-

OCKGGC— -,m,'-AGGCC．AAAAAC毗GGCACGCI'CCTG芷^O笺—两0∞a—■

OC硒GOC— '-'-NAGGCCAAAAACKGGc—IcGCTccTa旺N∞c^GTca；C瞳
CCAGGGC--- --——·一^66aC^^^^^C髓C66CACGCTCCTGOC^C10C^GTCCGICIl5—‘

CC—筠6C— —·_+·^6GCC^^^^^C。五^CGGC^06CTCI咖OC^C10巴^6TC日6aII誓

OC—媚；0e．一 _^GGCC^^^^^C飞^C66C^C6CTCCrGCC^COC^61CC6a喇
岱Ⅳ筠GC一"---洲GGCAC60Ca目Z从习凹6TcI∞蠲
戍M为GC—-__-k^GGCC^^^^AC∞～CGGC^CGCTCCrGaC^COC^6再COGa—■

图2．7突变区域测序结果

Fi92．7 sequencing of target region

注：黑色箭头为切割位点，红色区域为PAM区，橘色区域为gRNA序列。

A

wl

G CT6CATTAACC AGGGCTTC(6 3

；i：：：：：--：。，：：：；；：：：：：!：：：志：靛；：：：：；t器：：：I．IcIcIccIIccIDI．1．iIcml一．100cocc0：：：：：：!；IcII·IcI：1÷：；暑：：：：

B

wl w2

GCTGCAT 1AACCAGGGCTTC：j j 6jj

t c|lGlc|^Gil▲OccI：：：：!；；：：：：：：：：：：：：嚣：震j：：：：i EiIcIII^IIGIIIGIIIGI^IIl6IiciGGIIIcIIcIi▲lm^lc÷：：：lc6il^iGl^l▲lccl；·mci^lclc；：i：：：；：：：：

^，
一 ¨y
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C

wl

G C TGCATTAACCAGGGCTTC∈∈．二_

：Gmcmm^Gmi^Gm罢一--mGci：；；m^o^cmmlclm^Gm：。G昱：是：芒cmm▲l^u^l^l^ci

w2

GCT CCGGCCA CCCAG TCC GC：三乏

■■■■■■■■■口■●：■■_■■■■●E■■■■■■■●■■-

图2．8不同类型mutant测序峰图

Fi92．8 Sequencingof different type mutant．(A)Sequencing of mutantl．(B)sequencing of mutant2；

(C)sequencing of mutant3；

4讨论

本研究中，我们通过分析果蝇X染色体上white基因的CDS序列，得知其

CDS序列全长2064 bp含有6个外显子，在第二个外显子上设计了两个gRNA靶

位点分别是W1和W2，并且两个靶位点预测切点之间的距离是43 bp。

通过体外转录得到了Cas9 mRNA和W1、W2两位点的gRNA，同时将gRNA

和Cas9 mRNA注射到果蝇体内，并未观察到Gl代白眼突变果蝇，分析可能是

操作过程中mRNA降解所致。

后将W1、W2两个gRNA克隆到pDCC6载体里面，使pDCC6质粒同时含

有hsp70启动转录的Cas9基因和U6：3启动转录的gRNA。将单一质粒注射的果

蝇早期胚胎中，成功在G1代观察到了白眼突变果蝇。突变区域的DNA测序结

果表明，确实在相应的靶位点产生突变。其中有8个G1代果蝇在W1位点产生

突变。另外两个G1代果蝇在W1和W2两个位点都产生突变，造成两位点之间

序列的缺失。
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第三章利用tRNA-gRNA技术实现多位点打靶CGl8208基因

1引言

随着CRISPR／Cas9技术的发展，Cas9蛋白只需要跟人工制造的gRNA结合

就可以对基因组上特定的5'-N20一NGG一3’位点进行切割，其中N20与gRNA序列

相同为识别位点。NGG为PAM区(Jinek et a1．，2012；Cong et a1．，2013；Mali P et a1．，

2013)。gRNA设计的简单性和基因组中普遍存在的PAM序列使得Cas9一gRNA

系统几乎可以对所有的遗传元件进行编辑。对于多位点编辑，原则上只需要将

Cas9和多位点gRNA同时注射到生物体内即可。传统的方法将表达多个gRNA

的质粒或者体外转录的多个gRNA直接注射到果蝇早起胚胎中(Wang et aL，

2013a；Jinek et a1．2013；Li JF et a1．，2013；Zhou，2014；Shah et a1．2013)。Kabin等

首次利用生物体内在的RNA修饰过程，从一个RNA转录本得到多个gRNA。他

们合成了tRNA-_gRNA结构，通过内源的RNA酶对转录本进行精确切割，同时

得到了多个gRNA。在水稻中应用这种gRNA表达策略不仅实现了多位点的基因

编辑，更大大提高了基因编辑效率(Xie et a1．，2015)。接下来Port等在果蝇上应用

tRNA-gRNA系统证明在果蝇同样可以同时高效表达多个gRNA，并且制备了

pCDF5载体(Port and Bullock，2016)。

RNA是细胞的基本成分，在不同的生物中RNA都需要保守并且精确的修饰

才能成熟。tRNA—gRNA结构可以精确切割产生多个gRNA与tRNA自身的特点

是分不开的。(1)首先真核生物中tRNA的前体(pre—tRNAs)需-要在RNA酶P和

RNA酶Z的作用下对特定位点进行精确切割以去除5’和3’端多余序列(Phizicky

and Hopper,2010；Schiffer et a1．，2002；Gutmann et a1．，2012)。(2)RNA酶P和RNA

酶z只需要识别tRNA结构，不需要识别pre—tRNA序yr](BarbezierN et a1．，2009；

Canino et a1．，2009)。之前的研究表明只有转运RNA的接受茎D环和xvc环才

是．pre—tRNAs切割必需的(Kruszka K et a1．，2003)。(3)tRNA是细胞质中含量很多

的物质，因此细胞质中必定同时可以对大量的底物进行剪切修饰。(4)tRNA包含

内部启动子原件，可以招募RNA聚合酶III(Pol III)复合体(White et a1．，2011；

Dieci etal．，2007)，因此，tRNA可以作为Pol III的转录增强因子。
气6
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章鱼胺是一种重要的生物胺，被不同的神经元释放，并通过不同类型的章鱼

胺受体影响胞内第二信使浓度变化来发挥作用。研究表明，章鱼胺在昆虫几乎所

有的生理过程中都发挥重要作用。章鱼胺受体分三种不同的类型，与脊椎动物01,一

肾上腺素受体受体同源的仪一adrenergic—like Octopamine Receptros(OAl)、与p。肾

上腺素受体同源的13-adrenergic Octopamine Receptors(OA2)以及同样与Cc一肾上腺

素受体同源的octopamine／tyramine受体。目前对章鱼受体药理学和行为的研究多

局限在OAl受体和OA2受体，octopamine／tyramine受体药理学性质和生理功能

还不是很清楚。Wu从二化螟(Chilo suppressalis)体内克隆得到新型章鱼胺受体，

并且发现CsOA3受体基因没有内含子，有两个剪切体，命名为CsOA3S和

CsOA3L。CsOAL与CsOA3S相比，在胞内3区处多了30个氨基酸。二化螟CsOA3

受体在果蝇体内同源的基因为CGl8208。武亚苏从果蝇体内克隆得到了

DmOA3L受体，初步的药理学实验发现DmOA3在胞内偶联Gi蛋白引起cAMP+

浓度下降(武亚苏，2015)。果蝇中这类新型的章鱼胺受体OA3发挥的生理作用

还不清楚。

本研究通过tRN』砘RNA技术对果蝇CGl8208基因实现多位点打靶，为研
究果蝇新型章鱼胺受体DmOA3生理功能提供基础。

2材料与方法

2．1供试昆虫

Cas9背景黑腹果蝇51323，饲养方法同第二章2．1。本实验所用试剂均购自

Sigma—Aldrich(St Louis，MO，USA)。

2．2 CGl8208基因靶位点选

为了使Gal4的表达模式跟CGl8208相同，在第一外显子上选择靶位点，且

第一个靶位点尽量靠近起始密码子ATG，靶位点选择方法同第二章2．4，选择结

果如下：

OA3一l GATGTTGCCCGTp汀TGArGT TGG

OA3—2 GC』气：I'ACCGCCGCTCCTCGGC TGG

弓7
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OA3—3

OA3—4

2．3 Donor质粒制备

CTGGGATGGCCGGTALTCCCA TGG

GTGTGACATCCACTCCGCGA TGG

2．3．1果蝇基因组DNA提取

取野生型黑腹果蝇Wlll8基因组DNA，具体方法见第二章2．10．2．

2．3．2左右同源臂扩增

以基因组DNA为模板，用的是NEB公司的KOD FX扩增左右同源臂，具

体步骤如下：

2 x reaoton buffer

2 mM dNTPs

10 mMprimer F

10 mMprimerR

DNA

KOD FX DNA Polymerase

ddH20

25“L

10 uL

1．5 UL

1．5 gL

X gL(200 ng)

1 uL

至50“L

反应程序：94。C 2 min；98。C lOs，55。C 30 S，68。C 40 S 40个循环；68。C 10 rain；

12。C forever。

表3．1 CGl8208同源臂扩增引物

Table 3．1 Prhners for coloning CGl8208 homology hands

引物名称 引物序列(5’．3’)

Primer name Primer sequence(5 7—3 7、

CGl8208一Left．F GAGGCCCTTTCGTCTTCAAGATTTCCCACGGTGGAAAACGACA

CGl8208．．Left．．R GGCGGGCGGATCTGCTAGCGTGTGATCGTAATAGTGATCGTGA

CG 1 8208．．Right．．F GAGGCCCTTTCGTCTTCAAGCGATGGACGTCCTCCTCTGCACC

CGl 8208．．Right．．R GGCGGGCGGATCTGCTAGCGCAAGGCATCGCCGAATCATCTGA

38
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2．3．3载体质粒酶切

左臂用kpn I和EcoR I对载体进行双酶切，右臂用Sac II对载体单酶切：

kpn I

EcoRI

26229质粒

10X反应缓冲液

鼢fer

37。C孵育2h，之后65。C 10rain失活。

SacII

26229质粒

10 X反应缓冲液

腑fer

370C孵育2 h，之后650C 10 min失活。

2．3．4左右同源臂与载体连接

1“L

1 uL

1 gg

4 LLL

至20 uL

1 uL

1 Ixg

4 uL

至20此

使用Vazyme公司的ClonExpress II One Step Cloning Kit试剂盒将扩增的左

右同源臂分别依次连接到载体相应位点，具体程序如下：

ddH20

5 XCE IIBuffer

线性化克隆载体

插入片段扩螬产物

Exnase II

最适载体使用量=[O．02x克隆载体碱基对数]ng

最适片段使用量=[0．03x插入片段碱基对数]ng

39

Up to 20 uL

4此

50—200 ng

20—200 ng

2 gL

万方数据



浙江大学硕士学位论文 第三章利用tRNA—gRNA技术实现多位点打靶C618208基因

体系配制完成后用移液器上下吸打混匀，避免产生气泡(避免剧烈震荡或者

涡旋混匀)。37。C反应30 min，待反应完成后立即置于冰上冰浴5 rain。

2．3．5连接产物转化

具体步骤同第二章2．7．6。

2．3．6转化子的鉴定和测序

(1)N灭菌的10旺枪头在LB平板上挑取5个白色单菌落，分别接种于1 mL含

Amp(100 gg／mL)抗性的LB液体培养基中，37。C，200 rpm振荡培养；

(2)a培养的菌液为模板，进行菌落PCR验证，PCR反应体系为25止，如下：

Super mix 12．5 uL

10mMprimerF 1 LLL

10 mMprimerR 1 gL

菌液 1 gL

ddH20 至25此

PCR反应条件为：94。C 5 min；94。C 30 S，55。C 30 S，72。C 40 S，30 cycles；

720C 10 min．120C forever。

(3)跑电泳检测，并将500 bp左右有条带的菌液送测序。

2．4 pCFD5．OA3质粒制备

2．4．1 pCFD5载体酶切、纯化

用Bbs I处理8 ggpCFD5质粒，之后纯化载体，具体方法同第三章2．5，确

保载体终浓度在50—200 ng／gL。

2．4．2设计引物，同时插入4个gRNA片段

表3．2 CGl8208 gRNA克隆引物

Table 3．2 Primers for coloning CGl8208 gRNA

万方数据



Primer name Primer sequence(5’一3 1

———————————————————————————————————————一
0A3-fragmentl一F1

GCGGCCCGGGTTCGATTCCCGGCCGATGCAGATGTTGCCCGTATTGA

TGTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG

0A3·fragmentl-R1
GCCGAGGAGCGGCGGTATGCTGCACCAGCCGGGAATCGAAccc

0A3·fragment2-F2
GCATACCGCCGCTCCTCGGCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG

0A3-fragment2-R2 CTGGGATGGCCGGTATCCCATGCACCAGCCGGGAATCGAACCC

0A3·fragment3一F3 TGGGATACCGGCCATCCCAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG

0A3·fragment3-113
ATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACTCGCGGAGTGGATGTCAC

ACTGCACCAGCCGGGAATCGAACCC

2．4．3片段扩增，跑胶纯化

以PCFD5为模板，使用NEB公司的Q5高保真酶，用上述引物对各片段进

行特异性性扩增。之后进行1％的凝胶电泳，扩增得到的各片段大小分别为：

fragmentl 234 bp、fragment2 204 bp、fragrnent3 234 bp。然后进行切胶回收，纯

化产物。具体操作同第二章2．5．2。

2．4．4连接、转化

使用NEB公司的Gibson Assembly试剂盒同时将三个片段连接到酶切好的

载体上。总体系为15止，其中包含50 ng载体，2倍的DNA片段含量，7．5皿2x
Gibson Assembly Master Mix。50。C反应1 h之后将连接载体转化到感受态细胞
中。
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2．4．5转化子的鉴定和测序

具体操作步骤同第二章，测序引物如下：

表3．3 CGl8208 gRNA测序引物

Table 3．3 Primers for CGl8208 gRNA sequencing

引物名称 引物序列(5’一3’)

Primer name Primer sequence(5’一3 7、

PCFD5，．CEXU．．F ACGTTTTATAACTTATGCCCCTAAG

PCFD5．CEXU．R GCACAATTGTCTAGAATGCATAC

_——————————-——————————l——————————l————●——————————————一

2．5果蝇胚胎显徼注射

将400 ng／止的pCFD5一OA3质粒和200 ng／¨L的donor质粒同时注射到生殖

细胞特异表达Cas9的果蝇51323早起胚胎内。具体操作步骤同第二章2．9。

2．6 CGl8208突变检测

2．6．1果蝇交配策略

注射后的GO代雌性果蝇与三号染色体平衡子TM3／TM6雄性果蝇杂交，GO

代雄性果蝇与TM3／TM6雌性果蝇杂交，分别筛选后代红眼表型。

2．6．2 GO代突变体筛选

(1)首先提取单头GO代果蝇DNA，具体操作步骤同第二章2．10．2

(2)以基因组DNA为模板，使用Q5高保真酶对靶位点附件的1000 bp左右的DNA

片段进行特异性扩增。具体操作同第二章2．10．2，扩增引物如下：

表3．4 CGl8208突变区域PCR引物

Table 3．4 Primers for coloning CGl8208 mutant region

引物名称 引物序列(5’一3 7)
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(1) 将PCR产物送生工生物工程有限公司测序。

(2)TIDE方法检测突变，将对照测序组测序结果、实验组测序结果以及gRNA

序列上传到网'站(https：／／tide-calculator．nki．n[／)Jc_算法首先将gRNA连接到

对照组序列上，确定切割位点，之后将对照组酶切位点上游序列与实验组

比对，查找是否存在序列不同。TIDE通过分析每个碱基的峰对确定是否

存在与对照不同的序列。

(3)HRMA方法检测GO代indel突变

以基因组DNA为模板，扩增gRNA靶位点上下游150 bp的片段，使用CFX96

实时定量体系读取靶位点的溶解曲线，按如下体系配制：

SoFast Eva Green supermix 1 0 uL

DNA 1“L

Melt calibration primer F 0．75 gg

Melt calibration primer R 0．75 uL

ddH20 至20灿

反应程序如下：

Cycling step Temperature Time Number of cycles

Enzyme activation 98。C 2 min 1

Denaturation 98。C 5 S

40

Annealing／extension 55。C 1 0 S

950C 1 rain 1

70。C 1 min 1

Melt curve 70—950con 0．2。C increments) 10 S

表3．5实时荧光定量PCR引物

Table 3．5 Primers for real—time quantitative

引物名称

Primer name

引物序y,j(5’一3 7)

Primer sequence(5 7—3’、
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CG 1 8208--gRNA 1·-F

CG 1 8208--gRNA 1-·R

CG 1 8208·-gRNA2--F

CG 1 8208—·gRNA2··R

CG 1 8208·-gRNA3-·F

CG 1 8208·-gRNA3--R

CG 1 8208一gRNA4一F

CG 1 8208··gRNA4-·R

GCCACGCATCCACAAAGTTA

GGArTGAGGGTGGCATrGTC

TTCCGGGGCGACATCGGGCAATT

TTGCCCACCACGATGAL～ATCAT

GGCGGTGGCCGACTTCTTTCTGG

AGGTTCATGATCGAGGCGGTGCA

GACTATCTGAAGTCGAGAACGCC

GCCACTTACCTCGCACTTGGGCA

(4) 用Presion Melt Analysis software对数据进行分析

3结果与分析

3．1 CGl8208 CDS序列分析和靶位点选择

为了使Gal4在果蝇体内的表达与CGJ82∞一致，在第一个外显子上找了4

个gRNA靶位点，且第一个gRNA靶位点尽量靠近起始密码子ATG(图3．1)。

ATGGATTATAGCCGACTGAATG AGCACC

GATGACTTTCTGGCCGTCTTCTCGACCGGAAAGCCGGACAATGCCACCCTC

AATCCGCCCCTGCTCAGTGTCGATGGTCAGCTGACCCTGCCGCCGGGATCG

GG芦汀A，11GTCAATGTCAACGAI’ACGATATTCTTCCTGAATGGCAGCTTCTACA

ACAGCAGCCTGCAGCTGGCGGCGGGATTCTATAATCAAAGCAGTGCTTCCG

GGGCGACATCGGGCAATTTGACCAATCCGAATCACACAGAAGT

GTGGATATACGCTTACGCACATCGTGATCGCCTCCA

T1iATTGTGACGATCCTGATGATT芦汀CATCGTGGTGGGCAACATGCTGGTGAT

CATAGCCATTGCCACGGAGAAGTCGTTGAAGA ATp汀A CAGAACTGGTTCAT

TGCCTCGTTGGCGGTGGCCGACTTCTTTCTGGGCCTCATCATCATGCCATTT

TCGCTGGCCAATGAGCTAATGGGCTACTGGATCTTCGGCAGCTGGTGG

ACGTCCTCCTCTGCACCGCCTCGATCATGAAC

CTGTGCCTCATCTCGTTAGATCGCTACTGGAGCATCACCAAGGCCGTCGACT
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ATCTGAAGTCGAGAACGCCGGCGCGAGCCGCCGTCATGATCACGCTCAGT

CTGGATliATGTCCGCCCTCATCT AAGGTG

AAGATGCCAGAGGGACCGCTGCCCAAGTGCGA

注：红色字体为NGG或者反向互补序列CCN，橘色字体为gRNA或反向互补序列。

CGl8208

5’homology y homology

3．2 pCFD5．OA3载体制备

图3．1 CGl8208打靶位点

Fig 3．1 Targeted site of CGl8208

使用NEB公司的Gibson Assembly试剂盒，通过一步克隆同时将4个gRNA

连接到载体里。使PCFD5一OA3质粒含有一个dU6．3：tRNA：gRNA：tRNA：gRNA结

构，在U6：3启动子的作用下启动转录，之后通过生物体内在的tRNA剪切机制

得到多个gRNA。
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3411 Narl SfoI(342)
SbeI(344

BfrBI(1373 J

Nsil(1375)
XbaI f1377

‘SbfI‘1433

图3．2 pCFD5．OA3质粒图谱

Fig 3．2 The Physical map of the pCDF5一OA3 plasmind

注：质粒图谱中，蓝色区域代表tRNA，红色跟橘色区域为gRNA+gRNA scarfold

3．3 GO代果蝇突变检

对GO果蝇突变区域PCR扩增产物测序结果，显示有2头果蝇测序结果第

一个gRNA位点有双峰如图3-3(A)，TIDE检测同样显示在第一个gRNA位点处

存在双峰如图3．4(A)；另外多头果蝇在ATG处开始存在双峰如图3．3(B)，TIDE

结果同样显示在相同位置存在异常如图3．4(B)。
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Se丁TGTAGTTATGC CCGTTGTAG

Gni▲Tl icl·|ciG|▲了。cli^|c|▲m▲丁DGi mG-J,T茸T‘·A臣T：GO cOcO OGO▲ic 7mGm 0▲i^_-i．GO c00c0▲．▲cw．▲亍三-Tc-了．,o^mcG--G-G·C_4·▲-C—A TD cN T-Gm cIlia▲c--cQ—T·AT一(‘

B

6G"I FGTAGTTATGC CC Gl-l"GTAG

m
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图3．3 GO代测序峰图

Fi93．3 Sequence graphics of GO CGl8208．(A)Indel started from the start codon·(B)Indel

started from the cut site．

注：红色箭头代表转录起始位点，黑色箭头代表切割位点。
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图3．6GO代测序峰图TIDE分析

Fig 3．6 Application of TIDE to GO DNA sequence．(A)Aberrant nucleotide signal started from cut

site．(B)Aberrant nucleotide signal started from start codon．

注：绿色为GO代测序结果，黑色为对照，蓝色虚线为预测切点，灰色表示溶解区域。

3．4 HRMA分析结果

为了进一步检测各靶位点突变情况，设计了4对引物对靶位点附近100 bp

左右的序列进行高溶解曲线分析。通过标准化的分析使所有的曲线的起始荧光信

号和终止荧光信号相同。结果显示在OA3—1(图3．7A)，OA3—2(图3．7c)，OA3—3(N
48
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3．7E)处均可以考到不同的曲线，表明这三处位点均有indel产生，然而OA3—4处

没有看到不同曲线。通过直观的荧光峰图显示相同的结果(图B、D、E)。
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图3．7高溶解曲线分析

TmDentIIn

Fig 3．7 High resolution melt analysis(HRMA)of GO CGl8208 mutant．(A)High resolution of GO

flies at OA3—1 site．(B)Difference of flourencece curve for each well in(A)．High resolution of

GO flies at OA3—2 site．(D)Difference of flourencece curve for each well in(C)．High resolution of

GO flies at OA3—3 site．(F)Difference of flourencece curve for each well in(E)．
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4讨论

本研究中，我们通过分析果蝇CGl8208基因CDS序列，在其第一个外显子

据起始位点22个碱基的位置设计了第一个gRNA，并在之后陆续设计了3个

gRNA，将4个gRNA同时克隆的pCFD5质粒中，使其具备tRNA—gRNA结构，

可以在转录得到的单一转录本后利用生物体内在的tRNA剪切机制，同时得到4

个gRNA，实现多位点打靶。另外，本研究中还制备了有donor质粒含有CGl8208

基因靶位点左右1 kbp的同源序列。将两个质粒同时注射到生殖细胞系特异表达

Cas9的果蝇早期胚胎中。之后，我们通过sanger测序、TIDE检测方法初步检测

到GO代突变果蝇，并通过HRMA方法精确地在GO代检测到靶位点的突变。

章鱼胺通过特定的章鱼胺受体在昆虫几乎所有的生理过程中都发挥重要作

用，目前已经对部分章鱼胺受体发挥生理功能的机制进行了研究。但是对最新发

现的章鱼胺受体OA3的生理功能还没有任何报道，为了研究果蝇新型章鱼胺受

体OA3的生理功能，本研究通过多位点打靶技术，得到CGl8208突变体果蝇，

但是由于时间限制，功能研究还未展开。
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1本研究的创新之处

(1)

(2)

总结

利用pDCC6质粒同时表达Cas9 mRNA和gRNA，对果蝇基因组进行编辑，

只需要将gRNA克隆到pDCC6载体里即可，无需体外制备Cas9 mRNA和

gRNA，操作简便，且避免RNA降解问题。

利用tRNA—gRNA技术，实现多位点打靶。

2本研究存在的问题

(1)本研究中未能检测到CGl8208 G1代突变体。

(2)未能对CGl8208基因功能做进一步研究。

3今后的研究方向

(1)利用CGl8208突变体果蝇，对章鱼胺OA3受体的生理功能展开研究。

(2)利用tRNA—gRNA系统研究提高同源重组突变效率的方法。

(3) 利用tRNA—gRNA技术，同时打靶多个基因，研究多基因决定的生理功能。
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